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論文内容の要旨
卵母細胞の発育は顆粒層細胞との相互作用の下行われ
るが，大型の哺乳動物では発育に要する時間が長く，未
熟な卵胞卵母細胞を効率よく発育させる体外培養条件は
未だ確立されていない。本研究では，ブタをモデルに未
熟な卵母細胞顆粒層細胞複合体（OGCs）の体外培養条
件を改善するため，1）現状の体外培養にて得られる発
育卵子が，体内発育ではどのサイズの卵胞に該当するの
か，2）該当した卵胞サイズへの発育過程で，体内では
どのような変化が起こっているのか，3）解糖系が卵胞
発育中に亢進することを受け糖の効果と意義，4）ステ
ロイド合成が亢進することを受けエストラジオールの効
果と意義の解明に取り組んだ。
1） 体内及び体外で発育したブタ卵母細胞の比較
まず，生体内におけるブタ卵母細胞が発育に伴いどの
ように変化するのかを把握するため，卵巣より様々なサ
イズの卵胞を切り出し，内包される卵母細胞のサイズ，
クロマチンの形状および核成熟能力を比較した。次に，
前胞状卵胞（直径 0.2-0.3mm）と初期胞状卵胞（直径
0.5-0.7mm）から OGCsを切り出し，それぞれ 16日お
よび 28日間体外発育培養を行い，培養後に内包する卵
母細胞の直径，クロマチンの形状および体外成熟培養後
の核成熟率を比較した。その結果，前胞状卵胞由来で，
体外発育した卵母細胞は，直径 2mm，初期胞状卵胞由
来では直径 3mmの卵胞に内包される卵母細胞に相当す
ることが示された。そこで次に，これらの卵胞内の顆粒
層細胞群の特徴を調べるため，直径 0.5-0.7（培養前の
卵子に該当），1-3（培養後の卵子にに該当）および 5mm
以上（完全に発育した卵子に該当）の卵胞から OGCs
を取り出し，それらの顆粒層細胞を対象に網羅的遺伝子
解析を行った。その結果，卵母細胞を取り巻く顆粒層細
胞に起こる変化では，OGCsの発育に伴い解糖系が有意
に増加することやエストラジオール（E2）の合成に関
わる遺伝子群の有意な亢進が認められた。OGCsの体外
培養に用いられる基礎培地は塩類，アミノ酸，糖，そし
てステロイドホルモンから構成される。そこでまず，糖
の利用および E2に着目して検討を進めることにした。
2） エネルギー環境がブタ卵母細胞に及ぼす影響
卵胞液中に含まれるグルコース濃度はおよそ 5.5mM
であり，これは一般に OGCsの培養に用いられる培地
（aMEM）の含有量と等しい。しかし，血流の無い培養
容器中では OGCs近位部でグルコース濃度が低くなっ
ていると考えられる。また，糖尿病モデルのマウスの卵
子は小さく，減数分裂時に異常が起こることが示されて
いるが，高濃度のグルコースが OGCsの発育を促進す
るのか逆に卵子の質低下を招くかは不明である。そこで
高グルコース濃度条件として 11mMを設定し，これと
5.5mM（通常グルコース濃度）の間で卵母細胞の発育
を比較することにした。卵胞液の蓄積が開始した初期胞
状卵胞を対象とし，採取した OGCsを 2つのグルコー
ス濃度で培養した。すると高グルコース濃度条件は通常
濃度に比べ細胞のグルコース消費量を有意に増やし，培
養中の腔形成も向上させる傾向が観察された。しかし，
体外発育後の卵母細胞の直径，クロマチンの形状，ヒス
トンのアセチル化状態，核成熟および活性化処理による
発生率のいずれの指標においても 2つのグルコース濃度
間に差は観察されなかった。このため，高グルコース濃
度条件は OGCsの体外発育を大きく改善させる効果が
少ないと考えた。一方で，体内発育を終了した直径 3-5
mmの胞状卵胞由来卵母細胞の体外成熟培養時には，
高グルコース濃度条件は卵子の活性酸素含量を有意に増
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加し，さらに胚盤胞期胚への発生能力を低下させた。こ
のことから，高グルコースの濃度の障害は，卵母細胞の
体外発育時よりも，後期の減数分裂再開以降に起こるこ
とが明らかになった。
3） ステロイドホルモンがブタ卵母細胞の体外発育に及
ぼす影響
卵母細胞の発育は前胞状卵胞以降に，形態的に大きな
変化が起こりその特徴として，ステロイドホルモン産生
と卵胞腔の形成がある。特にステロイドホルモンである
E2は，卵胞の発育に伴い卵胞液中に蓄積し，これは体
外で OGCsを培養した場合にも観察される。一方で，
E2の前駆体であるアンドロステンジオン（A4）の添加
が未発育卵胞の発育を促進する報告もあり，E2の卵胞
発育に対する効果に対しては E2そのものなのか，A4
なのか議論が分かれている。そこで，前胞状卵胞由来の
OGCsを対象に E2または A4が体外発育に及ぼす影響
を調査した。前胞状卵胞由来 OGCsの腔の形成は，E2
1mg/ml，A4 0.1mg/ml 添加時にそれぞれ最大の促進効
果が観察された。また，A4添加培地では，腔の形成以
前に既に多くの E2を産生している OGCsにその後高い
発育能力が認められることが明らかとなった。さらに，
E2レセプターの阻害剤であるフルベストラントの添加
によって，E2，A4共に腔形成促進効果が阻害されたこ
とから，添加もしくは分泌した E2が OGCsの発育に重
要な役割を持つことが示された。この E2の感受性には
卵胞のステージ間で差が認められ，卵胞形成を開始した
初期胞状卵胞由来 OGCsの場合，E2非添加条件におい
て発育が観察された。そこで E2は腔形成を惹起し，一
度刺激されると必要性が低下するのではないかと考え
た。前胞状卵胞由来 OGCsを培養初期の 4日間だけ E2
暴露したところ，予想どおりその後 E2非添加の条件下
でも発育した。さらに，E2非添加条件で 4日間培養後
に E2を添加した場合では，腔の形成を含む発育が 4日
の遅延が見られたことから，E2は OGCsの発育のきっ
かけとして働くことが明らかとなった。
審査報告概要
大動物の未熟な卵胞卵子を体外で効率的に発育させる
培養系は確立されておらず，卵子の発育に必要な要因や
その意義は明らかにされていない。本研究では，ブタの
未熟な卵胞卵子の体外培養条件を新たに設定し，体内で
発育した卵胞卵子とクロマチンの状態，ヒストンの修
飾，卵子の直径等形態的指標と網羅的な遺伝子発現解析
を用いて，グルコース濃度やエストラジオールが卵胞発
育に重要な要因であることを明らかにした。さらにグル
コース濃度の増加は，初期胞状卵胞卵子の培養初期では
解糖系を亢進させることが必要であるため正の，減数分
裂を行う後期では負の効果を持つことを見出した。ま
た，エストラジールやその前駆体及び阻害剤の組み合わ
せにより卵胞形成はエストラジオールに暴露されること
が起点となっていること，エストラジオールには卵胞発
育を促進する効果がある事を明らかにした。本研究では
大動物の卵胞培養方法の改善に関して新規性のある知見
を得た。
よって，審査員一同は博士（畜産学）の学位を授与す
る価値があると判断した。
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